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0.1. Resumen 
Se investigó el efecto de incluir un agente 
inductor de carga negativa (ácido fosfatídico) en el 
potencial zeta y la agregación vesicular de grandes 
vesículas unilamelares liposómicas (LUV) en 
presencia de electrolitos neutros, con el fin de 
estudiar su estabilidad físico-química. Se prepararon 
suspensiones de Iiposomas por un método de 
evaporación por inversión de fase variando la fuerza 
iónica del electrolito. Los valores de potencial zeta 
se obtuvieron por microelectroforesis. Se encontró 
que las ecuaciones de Eversole y Boardman que 
relacionan la medida del potencial zeta con el 
espesor de la doble capa eléctrica eran válidas en 
todos los casos. Se estimaron las densidades de 
carga superficial de estos liposomas, usando los 
valores de potencial de superficie calculados de esta 
ecuación.Las composiciones de lbido usados fueron 
fosfa tidilcolin~ácido fosfa tídico (PC:PA) 1 0:0,9.5:0,5, 
9.0: 1. O y 8,0:2. O relaciones molares. Los electrolitos 
usados fueron Na,SO,, NaCl y NaBr, en el rango de 
concentración de 1.0 a 150 mM , usando una solución 
buffer (pH=7.20) a 25OC. La densidad de carga 
superficial obtenida de las determinaciones de 
potencial zeta aumentó cuando la concentración de 
electrolito en el medio acuoso, aumentó, en todas 
las composiciones lipídicas PC: PA ensayadas, 
siendo los valores más altos obtenidos para el NaBR 
y los más bajos para el Na2S04 . Se obtuvieron 
tendencias similares en experimentos ensayando la 
influencia de las sales investigadas en la estabilidad 
de los liposomas con respecto ala agregación a 
diferentes composiciones lipídicas PC:PA. Las 
mediciones de estabilidad se hicieron determinando 
las alteraciones en la distribución del tamaño de la 
vesicula, el grado de oxidación del /@do y la posible 
hidrólisis de los componentes fosfol@idos de las 
suspensiones de liposoma en función del tiempo. 
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0.2. Summary. THE INFLUENCE OF 
IONIC STRENGTH AND LlPlD 
BILAYER CHARGE ON THE 
STABILIN OF LIPOSOMES 
The effet of including a negative charge- 
inducing agent (phosphatidic acid) on the zeta 
potentialand vesicle aggregation of large unilamellar 
vesicle Iiposomes (LUV) in the presence of neutral 
electrolytes was investigated with the airn of studying 
their physicochemical stability. Liposome 
suspensions were prepared by a reverse phase 
evaporation method varying the ionic strength of 
electrolyies. Zeta potential values were obtained by 
microelectrophoresis measurements. The Eversole 
and Boardman equations which relate the measured 
zeta potential to the thichmess of the electrical double 
layer was found to be valid in al1 cases. The surface 
charge densities in these liposomes were estimated 
using the surface potential values calculated from 
this equation. The lipid compositions used were 
phosphatidyl-choline/phosphatidicacid (PC:PA) 10;0, 
9.5:0.5, 9.0: 1.0, and 8.0:2.0 molar ratios. The 
electrol'es used were Na2S04, Na CI, and NaBr in 
the range of concentrations from 1.0 to 150mM using 
a buffered solution (pH 7.20) at 25'. The surface 
charge density obtained from the zeta potential 
determinations increased when the electrolyte 
concentration in the aqueous medium increased, in 
al1 the PC:PA lipid compositions tested, the highest 
values being obtained for the NaBr and the lowest 
for the Na,SO,,. Similar tendencies were obtained 
from experiments testing the influence of the 
investigated salts on liposome stability with respect 
to the aggregation at different PC:PA lipid 
compositions. Stability measurements were made 
determining the alterations in the vesicle size 
distribution, the lipid oxidation level, and the possible 
hydrolysis of the phospholipid components of 
lbosome suspensions as a function of time. 
Key words: Liposomes, ionic strength, bilayer charge, stability. 
0.3. Résumé.1NFLUENCE DE LA 
FORCE IONIQUE ET DE LA 
CHARGE DE LA DOUBLE COUCHE 
LlPlDlQUE SUR LA STABILITÉ DES 
LIPOSOMES 
Nous avons estudié I'effet de l'incorporation 
d'un agent inducteur de charge négative (acide 
phosphatidique) a u potentiel z6ta et I'agrégation 
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vésiculaire de grandes vésicules unilamellaires 
liposomiques (LUV) en présence d'electrolytes 
neutres, pour étudier leur stabilité physico-chimique. 
Nous avons préparé des suspensions de liposomes 
selon une méthode d'évaporation par inversion de 
phase en modifant la force ionique de I'électrol'e. 
Les valeurs du potentiel z6ta ont été obtenues par 
micro-électrophorese, Nous avons vérifié que les 
équations d'Eversole et de Boardman, qui établissent 
une relation entre la mesure du potentiel z6ta et 
I'épaisseur de la double couche électrique, étaient 
valables dans tous les cas. 
Nous avons évalué les densités de charge 
superficielle de ces liposomes, en utilisant les valeurs 
de potentiel de surface, calculées dans cette 
équation. Les compositons de lipide utilisées ont été 
phosphatidilcholine/acide phosphatidique (PC:PA) 
10:0, 9,5:0,5, 9:1 et 8:2, rapports molaires. Les 
électrolytes utilisés ont été Na,S04, NaCl et NaBr, 
sur le rang de concentration de 1 a 150 mM, en 
utilisant une solution buffer @H=7,10 a 25 OC. La 
densité de charge superficielle obtenue des 
déterminations de potentiel z6ta a augmenté quand 
la concentration de l'électrolyte, dans le milieu 
aqueux, a augmenté dans toutes les compositions 
lipidiques PC:PA testées, les plus fortes valeurs 
obtenues correspondant a NaBr et les plus faibles a 
Na,S04. Des tendances similaires sont apparues 
dans les expériences réalisées pour tester I'influence 
des sels objet de la recherche sur la stabilité des 
liposornes par rapport- a I'agrégation a différentes 
compositions lipidiques PC:PA. Les mesures de 
stabilité ont été prises en déterminant les 
modifications dans la distrbution de la taille de la 
vésicule, le degré d'oxydation du lipide et I'hydrolyse 
possible des composants phospholipides des 
suspensions de liposome en fonction du temps. 
Mots clés: Liposomes, force ionique, charge de la double couche, 
stabilité. 
Los liposomas son estructuras interesantes 
que han tenido rápidamente un amplio uso como 
modelos de mebranas biológicas y como sistemas 
de reparto donde la encapsulación y protección 
de las sustancias hidrofílicas y lipofílicas se 
requiere1-5). El control y predicción de la estabilidad 
del liposoma son importantes cuando se 
almacenarán por un largo período de tiempo después 
de la preparación. La estabilidad dependerá mucho 
de las caracterísitcas de cada liposoma (composición 
del Iípido, tipo de liposoma, tamaño de vesícula) y 
también de la naturaleza del material encapsulado y 
su interacción con los componentes de la vesícula6). 
El potencial de superficie de la membrana 
es un parámetro importante que influye en el 
comportamiento de la membrana. Los métodos In 
vivo han mostrado que la densidad de carta 
superficial ejercen una influencia sobre la distribución 
de los lipo~omas~.~). Sin embargo, los métodos In 
vitro han demostrado que un alto potencial podría 
contribuir a su estabilidad física reduciendo la 
velocidad de agregación y fusión. El cambio en el 
perfil potencial electrostático a través de las 
membranas fosfolípidas neutras y cargadas 
eléctricamente causado por el enlace o sorción de 
compuestos iónicos se puede estimar por la 
determinación directa del potencial zeta de las 
vesíc~las$-~0). Este valor se puede aplicar a la 
ecuación de Gouy-Chapman de la doble capa 
eléctrica para calcular la densidad de carga 
superficial. En conexión con esto, Fr~kjaer et alll) 
reportaron un aumento en la estabilidad de las 
bicapas lipídicas versus la agregación disminuyendo 
la fuerza iónica y aumentando la densidad de carga 
superficial de los liposomas consistentes de PC y 
fosfatidilserina. 
Similarmente, Daan y Crommelin12) 
reportaron el efecto de incluir agentes inductores de 
carga (estearilamina o fosfatidilserina) en el potencial 
zeta de los liposomas PCIcolesterol variando la 
fuerza iónica del medio acuoso agregando NaCI.En 
este caso, se estableció una correlación entre la 
estabilidad de la agregación de los liposomas 
cargados negativamente y los incrementos en la 
densidad superficial de carga ambos a baja y alta 
fuerza iónica, mientras que las suspensiones de 
liposomas con carga positiva no eran estables. 
Recientemente, el ácido fosfatídico se ha 
usado como agente inductor de carga capaz de 
aumentar la repulsión electroestática de las vesículas 
mejorando la estabilidad de los liposomas a la 
agregación 3.5.13y14). Este agente normalmente se ha 
usado a una relación molar PC:PA 9:1 en presencia 
de altas concentraciones de electrolito. 
Gamon et alf6) estudiaron la cinética de 
agregación del sistema dipalmitoilfosfatidilcolina 
(DPPC) y colesterol por adición de fosfatidilglicerol 
(DPPG) y digalactosildiglicérido (DGDG). Las bajas 
velocidades reportadas para la agregación vesicular 
a altas concentraciones fueron características de la 
agregación débil, reversible. Se explicó la inesperada 
dependencia de la temperatura de la agregación 
vesicular. 
Virden y Berg17) discutieron el 
comportamiento de la incorporación de variar las 
cantidades de colesterol en la agregación NaCI- 
inducido de pequeñas vesículas unilamelares de 
DPPG. El aumento en la estabilidad con aumento 
en las cantidades de colesterol a bajas 
concentraciones de NaCl puede alterar el enlace del 
ión y10 recortar distancias mientras que se sugirió 
que a concentraciones altas de NaCl aumenta un 
corto rango de fuerzas de hidratación repulsivas con 
colesterol adicionado. 
Mihami et a1l8) estudiaron la cinética de 
agregación de las vesículas de miristoil- 
fosfatidilglicerol (DMPG) inducida por cationes 
divalentes. El comportamiento de agregación se 
explicó en términos del potencial de interacción 
intervesicular. 
La principal contribución de nuestro trabajo 
pretende hallar una cierta correlación entre la carga 
de la bicapa y la concentración de electrolito en 
liposomas, capaz de mejorar la estabilidad física de 
las suspensiones de liposomas en medio acuoso. 
Como consecuencia, el presente documento trata 
de la caracterización de la doble capa electrica de 
grandesvesículas unilamelares PC para estudiar su 
estabilidad física debida a un agente inductor de 
carga negativa (ácido fosfatídico a diferentes 
relaciones molares PC:PA) y diferentes electrolitos, 
variando la fuerza iónica en el medio acuoso. 
Se hicieron mediciones de potencial zeta por 
microelectroforesis para estudiar el potencial de 
superficie con las ecuaciones de Eversole y 
Boardman15)y se estimaron densidades de carga de 
superficie de estos resultados. En forma similar, se 
estimó la estabilidad de las bicapas lípidas con 
respecto a la agregación o fusión por métodos de 
difusión de la luz cuasi-elástica. También intentamos 
correlacionar los resultados de la estabilidad del 
liposoma con las posibles alteraciones químicas de 
estas estructuras durante el almacenamiento. 
2. EXPERIMENTAL 
2.1. Materiales 
Acido fosfatídico grado análitico (PA), de 
lecitina de huevo fue suministrad por Sigma Chemical 
Co. (St. Louis, Mo). La fosfatidilcolina (PC) fue 
puriiicada con lecitina de huevo (Merck), de acuerdo 
al método de Singleton et a1 19) y se comprobó la 
pureza por cromatografía en capa delgada (TLC). 
La composición del ácido graso de PC, se determinó 
por cromatrografía gas-líquido (GLC),'dando: ácido 
palmítico (16:0), 37'7%, ácido esteárico, (18:0), 
7,0%, ácido oléico (18:1), 36,4%; y ácido linoleico 
(1 8:2), 173%. Ambos Iípidos se almacenaron en 
cloroformo bajo nitrógeno a 20 OC hasta su uso. 
Se utilizaron membranas de policarbonato 
de 800,400 y 200nm, y soportes de membrana, de 
Nucleopore. 
La piperazina, 1.4 bis (2-etanosulfónico 
ácido) (PIPES) empleada fue de Merck. El buffer 
usado fue PIPES 20mM ajustado a PH=7.2 con 
NaOH y suplementado ya sea con Na2S04, NaCl y 
NaBr respectivamente en un rango de 
concentraciones entre 1 y 150 mM. Todos los 
electrolitos usados (grado analítico) fueron 
suministrados de marca Merck. 
El agua bidestilada también se purificó por 
el sistema milli-Po (Millipore), a fin de minimizar el 
proceso químico degenerativo de los fosfolípidos 
durante el almacenamiento, se adicionó 1 .O mol % 
de a-tocoferol a las suspensiones de liposomas 20). 
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2.2. Métodos 
2.2.1. Preparación de liposomas grandes 
unilamelares 
Se prepararon vesículas unilamelares de 
liposomas de un tamaño determinado (aprox. 200 
nm.) por extrusión de grandes vesículas 
unilamelares previamente obtenidas por el método 
de inversión de fase por evaporación basado en el 
método actual descriio por Szoka, Papahadjopoulus, 
y colaborad~res~~-~~). 
Se formó una film (película o capa) lipídica, 
eliminando el solvente orgánico por evaporación 
rotatoria de una solución de cloroformo de Iípidos 
(PC:PA de relaciones molares 10:O a 80:2.0). 
Después los Iípidos se redisolvieron en eter dietílico 
y una fase acuosa conteniendo PIPES 20mM 
ajustado a PH= 7.20 y suplementado con diferentes 
electrolitos (Na2S04, NaBr y NaCI) en un rango de 
concentraciones de 1 .O a 300 mM agregados a la 
solución de fosfolípidos. El sistema de dos fases 
resultante fue sonicado (Labsonic 151 0 B.Braun) a 
70 W por 3 min a S°C, produciendo una emulsión. 
Después de la evaporación del etil eter bajo presión 
reducida se formó un gel viscoso. La eliminación 
final de las trazas de solvente orgánico 
transformaron el gel en una suspensión de liposoma 
en la que no se detectaron trazas de etil eter por 
NMR 23). 
Se obtuvieron vesículas unilamelares a 
25 OC por extrusión de suspensiones de liposomas 
pasando por membranas de policarbonato de 800, 
400 y 200 nm. para conseguir una distribución de 
tamaño uniformez4). Se seleccionaron grandes 
liposomas unilamelares dado el alto % de eficiencia 
de encapsulación de estas estructuras de liposomas 
y la eficacia del método preparatorio que nos permitió 
reproducir esta estructura bicapa con precisión. 
La concentración final del fosfolípido en las 
suspensiones de liposomas fue en todos los casos 
1 mM. 
2.2.2. Caracterización y estabilidad de los 
liposomas 
2.2.2.1 .Estimación fosfolípida.La concentración de 
fosfolípido de las vesículas de liposoma se determinó 
por el método espectrofotométrico del ácido 
ascórbico para estimación de fósforo totalz5). 
2.2.2.2.Estabilidad fSsica de liposomas y 
determinación de distribución de tamaño de 
partícula. Se determinó el tamaño medio de vesícula 
y polidispersidad de las preparaciones de liposoma 
con un espectrofotómetro correlacionador de foton 
(Malvern Autosizer 4700 c PSJMV). 
El estado de agregación de las vesiculas de 
liposomas almacenadas a 25 OC se estimó como 
una medidad de la estabilidad física de las 
suspensiones de liposomas. Esto se hizo obteniendo 
la variación del promedio de la distribución del 
tamaño de la vesícula de liposomas (determinación 
del número de partícula) como función del tiempo 
usando mediciones de difusión cuasi-elástica de la 
luz a 25°C y ángulo de lectura de 90°C26,27). 
2.2.2.3.Estabilidad química de suspensiones de 
liposoma. Los problemas químicos degradativos 
que afectan la estabilidad físico-química de los 
liposomas puede tomar dos formas en un sistema 
acuoso: hidrólisis en el enlace ester con formación 
de lisofosfátido y ácidos grasos libres, o las cadenas 
de hidrocarburos insaturadas pueden ser oxidadas. 
En este estudio, determinamos la concentración de 
ácidos grasos intactos por cromatografía gas-líquido 
(GLC)2s-2s) y se detectó la formación de dienos 
conjugados en ácidos grasos insaturados por 
medición de la adsorción UV de las suspensiones 
de liposornas de 233 y 215 nm. Tal relación de 
adsorción se definió como un "índice de oxidación", 
se tomó como una medida de la peroxidación del 
Iípido 30.3'). 
Experimentalmente, la presencia de dienos 
conjugados se determinó después de agregar 
preparación de liposoma 0.1 mmol a 3 ml. de etanol 
absoluto, y midiendo la absorbancia en una celda 
de 1 cm. usando un espectrofotómetro Shimadzu 
UV-240. 
Los ácidos grasos se determinaron 
cuantitativamente como derivados de metil ester 28) 
en un cromatógrafo de gases Hewlett Packard 5840 
A equipado con un detector de ionización de flama, 
usando un standard interno de ácido heptadecoinoico 
(Fluka N* 5160). 
Los ácidos grasos de metil ester se 
prepararon usando el método del diozometano 28). 
Se usaron columnas capilares A 12x12 mm. de 
diámetro interno recubiertas con rnetil silicona con 
silicona. Las condiciones de operación fueron como 
sigue: temperaturas programadas T, 100°C y T2 
200°C, velocidad 8"Cfmin; temperaturas del detector 
e inyección 250 y 230 OC, gas transportador (helio), 
velocidad de flujo Imlímin, y velocidad de gráfica 0.5 
crnfmin. La estimación cuantitativa del pico se hizo 
por integración electrónica y las relaciones del área 
se calcularon y multiplicaron por el factor respuesta 
para cada meti! ester de ácido graso. 
2.2.3. Medición de potencial zeta 
A fin de determinar la variación de la 
densidad superficial de carga de los liposomas LUV 
de acuerdo a la ecuación de Gouy-Chapman, se 
calcularon los potenciales zeta de las suspensiones 
de bicapa de mediciones de movilidad con el 
zetasizer Ilc (Malvern) a 25°C 3234). Las suspensiones 
de liposoma se prepararon a diferentes 
oomposicionesde lípido (PC:PA 10:0,9.5:0.5,9.0:1 .O 
y 8.0:2.0 relaciones molares) y concentración total 
de fosfolipido 1 mM, usando las siguientes 
concentraciones 1 .O, 3.0,5.0,8.0,35,75 y 150 mM. 
para cada electrolito ensayado. 
3. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
3.1. Variaciones en potencial 
efectrocinético 
La variación en potencial superficial de 
membrana de unas series de LUV liposomas 
preparadas variando tanto la composición Iípida 
de la membrana (PC:PA 10:O a 8.020 relación 
molar y concentración total de Iípido 1 .O mM) 
y la concentración de electrolito (de 1 .O a 150 mM) 
(Na,SO,, NaBr y NaCI) se ensayaron. Para este fin 
la solución buffer de PlPES 20mM ajustado a 
PH=7.20, se usó el potencial zeta obtenido como 
función del logariimo de la concentración de cada 
electrolito ensayado, se muestra en la fig. 1. 
3 - 2 1 
log conc (m01 dni3) 
FIGURA 1: Variación del potencial zeta con log. de 
la concentración de los electrolitos 
NaBr, NaCI y Na,SO, a diferentes 
relaciones molares PC: PA (de 10:O a 
8.0:2.0) 
Se debe puntualizar que, en todos los casos, 
los valores de potencial zeta de las suspensiones 
de liposomas alcanzaron valores negativos que 
disminuyeron linealmente en valores absolutos con 
aumento de fuerza iónica en la forma de Log,,C para 
todas las gráficas mostradas en el rango estudiado 
de concentración de electrolito. 
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Teniendo presente la carga superficial (cm) de h bicapa lípido donde el potencial es yo, Z 
negativa existente en la bicapa lípida, podemos es b Valencia del ión, y h(cm-l) el recíprm del grosor 
asumir de acuerdo con los resultados reportados por de la doble capa eléctrica. Los valores de h se 
Matsumura y FurusawaQ) que se formó una doble calcularon por la ecuación: 
capa eléctrica alrededor de cada vesícula de 
liposoma. Un incremento en la concentración de h = [ 8. E.Z .e . N. C 
electrolito en el medio acuoso aumentó la 1000.~. K.T (2) 
concentración de Na+ alrededor de la bicapa Iípida 
resultando en una compresión de la capa donde e es la carga eléctrica del electron, E es la 
eléctrica. Este efecto termina en una caída del constante dieléctrica del agua, K es la constante de 
potencial zeta para cada c o m ~ o s i ~ ~ ~ n  Iípida Boltzman, T es la temperatura absoluta, N es el 
ensayada. En forma similar, el aUment0 de las de Avogadro y c es la concentración total 
concentraciones de PA en bicapas lípidas aumentó del electrolito. 
el potencial zeta debido al aumento de la carga El potencial y de la Ec. [ l ]  puede 
negativa sobre la superficie de las membranas de reemplazarse por 10s valores de potencial zeta 
liposomas. obtenidos por una bicapa Iípida (c) en presencia de 
Los val0res más de potencial zeta en diferentes concentraciones del mismo electrolito. 
toda la composición de la bica~a estudiada fue para Graficando el In tan h (z.e. 5 14.k.T.) versus 1 se 
NaBr y el más bajo para el Na2S041 mientras que el pueden obtener líneas rectas, donde la distancia t 
NaCl valores Este del e)&emo exterior de la capa de Stern y el ln tan h 
comportamiento de las sales inorgánicos del (Z.e.5 14.k.T) son en cada curva respectivamente la 
potencial zeta se pueden atribuir a los diferentes pendiente y la ordenada al origen ( bo ). D~ esta 
radios de 10s hidatados, ¡.e.. el número ecuación,,,o se obtener directamente. EI valor 
liotrópico. En general, mientras más grande sea el calculado para el Na,S04 se puede 
radio del ion hidratado, mayor será el efecto. como un valoraparente debido a la estructura debido 
En este sentido, R ~ s e n ~ ~ )  estudió la relación a la estructura rica que presenta ese 
existente entre el potencial zeta y la concentración electrolito. 
micelar crítica (CMC) de diferentes surfactantes en Las ecuaciones de regresión lineal entre In presencia de electrolitos. De los resultados indicados tan (Z.e.w4 k.T) versus 1) y los valores de 
es interesante notar que se puede establecer una potencial zeta ( y )  para todos los electrolitos 
correlación entre el orden decreciente del potencial ensayados se muestran en la tabla Recordando 
zeta obtenido debido a la disminución de la atmósfera los datos es notable que los superficiales iónica alrededor de la doble capa eléctrica y la aumentaron en valores absolutos cuando la 
efectividad de disminuir la concentración micelar concentración de PA en los liposomas aumentó en 
crítica de diferentes surfactantes expresado como: todos los casos, siendo esta tendencia similar a las 
1 - observadas para el potencial zeta. 
  SO^ > CI-> Br'. 
2 
De hecho esta tendencia se puede 3.3. Variaciones en densidad 
correlacionar con la disminución de la repulsión 
existente entre las moléculas surfactantes en el superficial de carga 
proceso de micelización y consecuentemente con Las variaciones en el potencial zeta con la 
el decremento de sus valores potencial zeta. concentración de electrolito puede evaluarse 
Recordando los datos, se puede observar un teniendo en cuenta que el potencial zeta es una 
comportamiento similar para el anión de 10s medida del potencial máximo de la doble capa difusa, 
electrolitos usados en nuestro trabajo teniendo en ¡.e., entre la capa de Stem y el plano externo de 
cuenta su número liotrópico relacionando a la Helmholtz. Los valores medidos del potencial zeta 
disminución de la repulsión en las bicapas-lipidas. se pueden aplicar a la ec. de Gouy-Chapman para 
electrolitos simétricos a fin de calcular las densidades 
de carga superficial usando la siguiente ecuación 3-2  nes en el poten para cada concentración de electrolito investigado. 
superficial 1 12 
z.e.yo 2. ~.n.c.k.T La variación en el potencial superficial con 
la distancia de acuerdo con la teoría de Gouy- 2.k.T 
Chapman para la doble capa eléctrica se puede - 1 OOO.n 
expresar por las ecuaciones de Eversole y donde 23 6.06~1 O (3) Boardman15). 
z.e.yo ln tan h x =  lntan h -- h.t y la concentración del electrolito c se puede expresar 
4.k.T. 4. k.T (') en términos de moVlt i el n como ión cm-3. El resto de 
donde y es el potencial en un plano de distancia "t" los símbolos tienen su significado usual. 
- - - 
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Las variaciones en la densidad de carga 
superficial para electrolitos Na Br, Na CI, y Na ,SO4 
vs. logaritmo de la concentración de electrolito se 
muestran respectivamente en las figuras 2A-C. 
Recordando las curvas, se puede ver que la densidad 
de carga superficial de los liposomas se incrementó 
cuando el logaritmo concentración de electrolito 
aumentó para todas las composiciones de Iípidos 
PC:PA ensayadas. Es notable que en las relaciones 
molares 10:O y 8:0:2:0 las densidades de carga 
superficial obtenidas fueron las más bajas y los 
valores más altos para todos los electrolitos 
ensayados. Sin embargo, las relaciones molares 
intermedias (9.5:0.5 y 9.0:10) mostraron los valores 
más altos para NaBr y los más bajos para Na2S04, 
mientras que la presencia de NaCl resultó en valores 
intermedios. 
TABLA 1 
Ecuaciones de regresión lineal entre In tan h (Z.e.yd4 k.T) versus h y valores de potencial de superficie( yo ) 
Relación molar Electrolito Ecuación de regresión Coeficiente de yo (mV) 
PCIPA correlación 
10:O NaBr y = -3.216 - 2.1 X 10 -'x 0.977 -4.01 
950.5 NaBr y = -1.247 - 6.661X10 0.989 -29.56 
9.0:1 .O NaBr y = -0.81 8 - 5.669X10 'x 0.984 -47.37 
8.0:2.0 NaBr y = -0.634 - 3.61 7x1 0 "x 0.994 -59.07 
10:O NaCl y = -2.911 - 9.398X10-8x 0.955 -5.44 
9.5:0.5 NaCl y = -1.370 - 7.057X1 Oex 0.995 -25.97 
9.0:1 .O NaCl y = -1 .O74 - 5.767X108x 0.983 -35.57 
8.0:2.0 NaCl y = -0.639 - 4.829X1 08x 0.983 -58.63 
10:O Na2S04 y = -3.265 - 1.036X1 07x 0.973 -3.81 
9.5:0.5 Na2S04 y = -1 S77 - 1 .153X108x 0.985 -20.95 
9.0:1 .O Na2S04 y = -1.173 - 6.894X1 08x 0.983 -31.98 
8.0:2.0 Na2S04 y = -0.61 9- 7.331 X1 Oe8x 0.995 -60.17 
3.4. Estabilidad física de li~osomas diferentes composiciones Iípidas PC:PA (de 10.0: a 
Físicamente, los liposomas son vesículas 
con una cierta disminución de tamaño. Durante el 
almacenamiento, pueden ocurrir cambios de tamaño 
debido a agregación o fusión de vesículas 24.26). 
A partir de nuestros resultados, la distribución 
del tamaño de partícula de los liposomas después 
de la preparación (concentración total de lípido ImM) 
variaron muy poco, mostrando en todos los casos 
un valor similar (alrededor de 200 nm).Más aún, el 
índice de polidispersidad de los liposomas también 
mostraron valores más bajos que 0.1 indicando que 
la distribución del tamaño era muy homogénea. Se 
realizaron estudios de las variaciones del tamaño 
de la vesícula versus tiempo para determinar la 
estabilidad física a la agregación fusión de lipocomas 
LUV almacenados a 25 "C, usando una técnica de 
difusión de la luz cuasi-elástica. 
La estabilidad física de los liposomas con 
respecto a la agregación se expresó como el período 
de tiempo durante el cual tamaño medio vesicular 
permaneció similar al valor inicial con un incremento 
máximo en los valores del índice de polidispersidad 
de 0.3. 
Las curvas de las fig. 3A-C se obtienen 
graficando el tiempo de estabilidad (expresado en 
h) versus las concentraciones de electrolito a 
8.2:2.0) para cada electrolio ensayado. 
En términos generales, la estabilidad con 
respecto a la agregación de liposomas aumentó a 
medida que aumentó la concentración de PA en la 
bicapa lípida para cada electrolito ensayado. 
En forma similar, la presencia de 
concentraciones en aumento de electrolito resultó 
en una estabilidad incrementada con respecto a la 
agregación de estos sistemas en todas las 
composiciones Iípidas estudiadas. Se obtuvo la 
máxima estabilidad para el NaBr mientras que los 
resultados más bajos fueron para el Na2S0,. En 
general, la presencia de NaCl en valores ligeramente 
más bajos que los obtenidos para el NaBr excepto 
para la relación molar PC:PA 9:1 aunque siguió una 
tendencia similar. Comparando los resultados 
indicados en las figs. 2 y 3, se puede establecer una 
cierta correlación entre la estabilidad física de los 
liposomas con respecto a la agregación y los valores 
de densidad de carga superficial de estas 
estructuras, que, como se indicó, son directamente 
dependientes tanto de la concentración PA de las 
bicapas y la fuerza iónica del medio acuoso. Sin 
embargo, esta correlación no parece estar 
claramente establecida cuando los valores de la 
densidad superficial de carga alcanzaron valores 
aumentados. 
log.conc.(nml dé') 
FIGURA 2 : Grafica la variación de la densidad de carga superficial con el logaritmo de la concentración del 
electrolito a diferentes relaciones molares PC:PA (de 10:O a 8.0:2.0) para (A) NaBr, (B) NaCI, y (C) 
Na,SO,. 
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FIGURA 3: Grafica la variación de la estabilidad física a la agregación expresada como el tiempo durante el 
que esos liposomas son estables (h) con el logaritmo de la concentración de electrolito a diferentes 
relaciones molares PC:PA (de 10:O a 8.0:2.0) para (A) NaBr, (B) NaCL, y (C) Na,SO,. 
E J. Carridn. A. de la Maza y J.L Pam 
3.5. Estabilidad química de los 
liposomas 
Químicamente, los fosfolípidos son 
susceptibles a hidrólisi~~~). Además, los fosfolípidos 
que contienen ácidos grasos insaturados pueden 
sufrir oxidación30). A fin de minimizar los procesos 
químicos degradativos de los fosfolípidas durante 
el almacenamiento, se adicionó 1 .O mol % de a- 
tocoferol a las suspensiones de liposomas durante 
la preparación. 
Se realizaron estudios de la posible oxidación 
de los liposomas durante el almacenamiento con el 
propósito de clarificar la razón del porqué la 
estabilidad física de los liposomas con respecto a la 
agregación no está directamente correlacionada con 
la densidad superficial de carga de las bicapas tanto 
a altas concentraciones PA de liposoma y fuerza 
iónica incrementada del electrolito. 
La Fig. 4 grafica la variación en los valores 
del íncide de oxidación versus tiempo de los 
liposomas LUV para el electrolito NaBr a una 
composición lípida PC:PA de relación molar 8.0 a 
2.0. Los intervalos máximos de tiempo durante el 
cual fueron estables los liposomas con respecto a la 
agregación (tiempo de estabilidad) para cada 
concentración de electrolito ensayado están 
indicados con el símbolo correspondiente ty 
representados con una línea continua. 
La Iínea discontinua grafica la evolución 
versus tiempo del índice de oxidación después de la 
agregación. 
lncubation Time- ( hours) 
FIGURA 4: Grafica el índice de oxidación de las vesícuias de liposomas preparadas a composiciones Iípidas 
PC:PA 8.0:2.0 para el electrolito Na Br versus tiempo. 
Puede verse que el índice de oxidación 
aumenta ligeramente con el tiempo para cada 
sistema de liposoma estudiado, alcanzando a altas 
concentraciones de electrofito valores de índice de 
oxidación más altos de 0.3 después de 620 h. de 
incubación. La agregación de las suspensiones de 
bicapa conteniendo concentraciones de electrolito 
bajas (de 1 .O a 8.0 mM) ocurre en todos los casos 
sin formación de dienos conjugados (índice de 
Peroxidación de Iípido más bajo de 0.3). 
Se obtuvieron resuitados similares para el 
NaCl y el Na,S04 en el mismo rango de 
concentraciones de electrolitos y composición similar 
de Iípido (no se muestran los resultados). 
La gráfica de la fig. 5 se obtiene graficando 
los valores de índice de oxidación correspondientes 
a la agregación de suspensiones de vesículas 
versus el logaritmo de concentración del electrolito 
para el Na Br. Recordando las gráficas, se debe 
puntualizar que la agregación de bicapas Iípidas sólo 
puede ser wrrelacionado con el proceso oxidativo 
en preparaciones de liposoma conteniendo tanto 
carga electronegativa incrementada (PC:PA 8:2 y 9: 1 
relación molar) y aita concentración de electrolito (de 
75 a 150 mM). Se observaron tendencias similares 
usando NaCL y Na,S04 en las mismas condiciones 
(no se muestran resultados). 
Recordando la posible hidrólisis de 
estructuras fosfolípidas durante el período de l 
incubación, no hubo reacción de hidrólisis de los 
enlaces ester durante el tiempo que los liposomas 
eran estables respecto a la agregación de cada 
electrolito en la composición Iípida estudiada. 
Entonces, la agregación de liposomas versus tiempó 
no se puede relacionar a la posible hidrólisis del 
enlace ester de fosfolípidos. 
Es bien conocido que la distribución de la 
carga eléctrica sobre la membrana, determina el perfil 
del potencial electroestático a través de la 
membrana, que en su momento afecta el transporte 
iónico a través de las membranas, la actividad 
biológica de las proteínas en la la 
adhesión de vesículas Iípidas o células una a otra, y 
así sucesivamente3~. Por lo tanto, es importante 
aclarar los cambios en el perfil del potencial 
resultante de las variaciones de las condiciones 
alrededor de la membrana. 
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En conexión con esto, nuestros resultados 
concuerdan con los reportados por Matsumura y 
Furusawag) en relación a la evolución del potencial 
superficial de la membrana con la concentración de 
iones metálicos en la solución. Por lo tanto, en 
nuestro caso, el espesor de la doble capa difusa 
disminuye de acuerdo con el aumento de 
concentración de iones Na+ alrededor de la bicapa 
lípida. 
FIGURA 5: 
'i f T 
log conc (m01 dnr3) . . [NaBrJ 
Grafica la variación del índice de 
oxidación de liposomas versus log. de 
concentración del electrolito Na Br 
medida inmediatamente después de la 
agregación de las vesiculas para las 
siguientes composiciones molares 
PC:PA (A) 8.0:2.0, (B) 9.0:1 .O, (C) 
950.5 y (D) 1O:O. 
Normalmente, esta reducción trae una 
disminución en la repulsión electroestática entre las 
partículas coloidales y entonces las partículas 
coloidales se empiezan a agregar a la concentración 
crítica de coagulación como resultado de las 
atracciones de Vander W a a l ~ ~ ~ . ~ ~ ) .  Sin embargo, el 
comportamiento observado para las vesículas 
fosfolípidas usando concentraciones de electrolito 
más bajas que la correspondiente concentración 
crítica de coagulación muestra un incremento en la 
estabilidad física aumentando tanto la fuerza iónica 
del medio acuoso y la densidad superficial de carga 
por la inclusión de un agente inductor de carga 
negativo (PA) en las bicapas. La ausencia de 
correlación entre la estabilidad de liposomas con 
respecto a la agregación y la densidad de carga 
superficial de estas estructuras, a las 
concentraciones más altas de PA y electrolito, se 
pudieran correlacionar tanto con la oxidación con las 
cadenas hidrocarbonadas insaturadas de 
fosfol ípidos. 
4. CONCLUSIONES 
A partir de nuestros resultados, se pueden 
anotar las siguientes conclusiones: 
4.1.Los valores de potencial zeta de las 
bicapas lipidas disminuyeron a medida que la 
concentración del electrolito en los liposomas 
aumentó en el rango estudiado y para cada electrolito 
ensayado, mientras que este valor aumentó a medida 
que aumentó la concentración PA en las bicapas. 
4.2.Los valores más altos se alcanzaron en 
todas las composiciones de Iípido estudiados para 
el NaBr y el más bajo para el Na2S0,, mientras que 
el NaCl mostró valores intermedios en todos los 
casos. 
4.3.La densidad de carga superficial de 
liposomas, obtenida mediante las determinaciones 
de potencial superficial aumentó al elevar la 
concentración de electrolito en todas la 
composiciones Iípidas ensayadas. 
4.4.EI aumento en las concentraciones de 
PA en las bicapas elevó su densidad de carga 
superficial, el valor más alto fue alcanzado para el 
NaBr y el más bajo para Na2S0,. El NaCl muestra 
un valor intermedio. 
4.5.Se pudo establecer una cierta relación 
entre la estabilidad del liposoma a la agregación y la 
densidad de carga superficial de los bicapas para 
todos los electrolitos neutros estudiados. 
4.6.91 embargo, la anterior correlación no 
estuvo claramente establecida para los liposomas 
con carga electronegativa, (especialmente para la 
relación molar PC:PA 8:2 y para las concentraciones 
de electrolito en el rango de 75 a 150 mM), donde 
los incrementos constantes en la densidad superficial 
de carga podrían estar correlacionados solamente 
con mejoras moderadas en la estabilidad física de 
estas estructuras.Este fenómeno se puede atribuir 
a la peroxidación de ácidos grasos insaturados de 
fosfolípidos usados en la preparación de liposomas. 
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